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EVALUACIÓN DE Piper nigrum (PIMIENTA NEGRA) Y SU POTENCIAL 
APLICACIÓN EN ODONTOPEDIATRÍA 
RESUMEN 
 
INTRODUCCIÓN: En muchos países Piper nigrum es empleada como medicina 
tradicional por su efecto analgésico y antiinflamatorio. Existe evidencia científica la cual 
demuestra que tiene poderes antioxidantes y antimutagénicos. Inhibe el crecimiento de 
bacterias Gran positivas como S. aureus y S. feacalis. OBJETIVO: En el presente 
trabajo se llevaron a cabo diferentes pruebas para identificar su potencial uso en 
Odontopediatría. METODOLOGÍA: Se obtuvo el extracto de Piper nigrum molida y 
entera mediante la técnica de maceración. Se realizó la caracterización fitoquímica de 
los extractos obtenidos, se evaluó la actividad antimicrobiana de los extractos contra 
cepas bacterianas de S. sobrinus y S. mutans y se determinó la toxicidad de los extractos 
a través de un ensayo de letalidad contra Artemia salina. RESULTADOS: Se 
encontraron compuestos como: grupo carboxilo, oxidrilos fenólicos (taninos) y 
alcaloides. En la prueba de difusión de disco en agar no se encontró inhibición 
significativa contra S. sobrinus, pero si contra S. mutans. CMI de 400 µg/mL para 
ambos extractos contra S. mutans, CMI de 1000 µg/mL para Pimienta entera y 150 
µg/mL para Pimienta molida contra S. sobrinus. Se obtuvo una DL50 de 41.016 μg/mL 
para Piper nigrum entera y de 16.041 μg/mL para Piper nigrum molida, se consideraron 
ambos extractos como tóxicos. CONCLUSIONES: Debido a sus compuestos 
fotoquímicos se recomienda evaluar su uso como potencial analgésico, hemostático y 
antiséptico. Además, por su actividad antibacteriana se recomienda su posterior 
evaluación para la elaboración de coadyuvantes para el mejoramiento y preservación de 
la salud oral.   
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EVALUATION OF Piper nigrum (PIMIENTA NEGRA) Y SU POTENTIAL 
APLICACTION IN PEDIATRIC DENTISTRY 
ABSTRACT 
 
INTRODUCTION: In many countries Piper nigrum or black pepper has important 
medicinal properties and it has been used for traditional medicine in many countries. It 
possesses analgesic and anti-inflammatory effects and properties that improve 
respiratory and digestive problems. There is scientific evidence which shows that it has 
antioxidant and antimutagenic powers. It inhibits the growth of gram-positive bacteria 
such as S. aureus and S. feacalis. OBJECTIVE: To identify the potential applications in 
Pediatric Dentistry of Piper nigrum extracts, by testing the antimicrobial activity, 
phytoquimical compounds and toxicity level. METHODOLOGY: The extract of the 
dried fruit of Piper nigrum was obtained by maceration. Subsequently, photochemical 
analyzes, antimicrobial evaluation against S. sobrinus and S. mutans was performed. 
Finally, the toxicity activity was measured. RESULTS: Compounds such as: carboxyl 
group, phenolic oxidriles (tannins) and alkaloids were found. In the agar diffusion test, 
no significant inhibition was found against S. sobrinus, but the extracts shown activity 
against S. mutans. MIC of 400 µg/mL for both extracts against S. mutans, MIC of 1000 
µg/mL for whole pepper and 150 µg/mL for ground pepper against S. sobrinus. An 
LD50 of 41,016 μg/mL was obtained for whole Piper nigrum and 16,041 μg / mL for 
ground Piper nigrum, both extracts were considered toxic. CONCLUSION: Due to its 
photochemical compounds we recommend evaluating its use as an analgesic, hemostatic 
and antiseptic agent. In addition, due to its antibacterial potential, we recommend to 






La medicina alternativa, tradicional y complementaria se refiere a un gran grupo de 
prácticas médicas para el cuidado de la salud que no forman parte del sistema formal de 
salud del país. A pesar de eso, el uso de medicamentos herbarios ha sido ampliamente 
empleado a lo largo de la historia y en muchos casos ha sido aceptado por las 
autoridades nacionales de distintos países. Sin embargo, se debe de ser muy cuidadosos 
con su uso, especialmente en los niños, personas de la tercera edad y mujeres 
embarazadas. 
 
Está claro la medicina alternativa no suple la medicina moderna, sin embargo, algunas 
de las plantas medicinales son utilizadas como alternativa de tratamiento para afecciones 
odontológicas son: tomillo, aloe vera, menta, manzanilla, sanguinaria, echinacea, mirra, 
romero, propóleo, entre otras. Estas plantas se utilizan generalmente para tratar: caries 
dental, gingivitis, periodontitis, candidiasis oral, absceso dental, estomatitis herpética y 
úlceras orales.  
 
En el presente trabajo se realizaron diferentes pruebas para ampliar el conocimiento del 
potencial de Piper nigrum, comúnmente llamada pimienta negra, y como es que se 
puede aplicar en odontopediatría. Se selecciono esta planta ya que es empleada en 
muchos países como medicina tradicional por su efecto analgésico y antiinflamatorio, ha 
demostrado poseer propiedades que mejoran problemas respiratorios y digestivos. Existe 
evidencia científica la cual demuestra que tiene poderes antioxidantes y 
antimutagénicos. Inhibe el crecimiento de bacterias Gram positivas como S. aureus, S. 
feacalis, sin embargo, no ejerce ninguna acción frente al desarrollo de los hongos. 
 
Ya que las plantas medicinales, así como los medicamentos, no siempre son inofensivas. 
Se necesitan investigaciones para comprobar su efectividad terapéutica y toxicidad. Es 
















3.1 Objetivo General 
 
Evaluar mediante diferentes pruebas el extracto etanólico de Piper nigrum para 
determinar su posible aplicación en Odontopediatría 
 
3.2 Objetivos particulares 
 
1. Obtener el extracto etanólico de Piper nigrum, molida y entera mediante la 
técnica de maceración o Soxhlet. 
2. Realizar caracterización fitoquímica de forma preliminar de los extractos 
obtenidos por identificación parcial del compuesto presentes mediante reacciones 
colorimétricas. 
3. Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos de Piper nigrum molida y 
entera contra cepas bacterianas de Streptoccocus sobrinus y Streptoccocus 
mutans (ATCC7006u), procedentes del Cepario del Laboratorio de Odontología 
Integral y Especialidades, del CIDICS, UANL, mediante difusión en disco de 
agar.  
4. Determinar la concentración mínima inhibitoria (MIC) de los extractos obtenidos 
mediante la técnica de microdilución en placa de 96 pozos, mediante ensayo 
MTT. 
5. Analizar los extractos seleccionados para evaluar la toxicidad mediante el ensayo 





4. ANTECEDENTES  
 
4.1 Medicina Tradicional 
 
De acuerdo con la OMS los términos de medicina alternativa, medicina tradicional y 
medicina complementaria hacen referencia a un conjunto amplio de prácticas de 
atención en salud que no forman parte de la propia tradición del país y a su vez no están 
integradas en el sistema de salud. En las últimas décadas la medicina tradicional ha 
vuelto a alcanzar presencia, debido a el retorno a lo natural y al descubrimiento de los 




La medicina herbolaria se refiere al uso de extractos, de plantas medicinales o sus 
derivados con fines terapéuticos para la prevención y tratamiento de diversas 
enfermedades a través de su empleo. Ya que el hombre, desde el principio de los 
tiempos, ha hecho lo posible por atenuar sus enfermedades y mejorar su calidad de vida, 
la medicina herbolaria ha jugado un papel muy importante en esto y le ha permitido 
curar sus dolencias y enfermedades. El uso tradicional de medicamentos herbarios ha 
sido empleado a lo largo de la historia. Su uso está bien establecido y ampliamente 
reconocido como inocuo y eficaz. Además, en muchos países puede ser aceptado por las 
autoridades nacionales (González y Cardentey, 2016). 
 
Se han utilizado diversas plantas medicinales y aromáticas para el cuidado de salud. Esto 
se debe a que antes de que existiera la medicina moderna, el hombre dependió de estas 
plantas para el tratamiento de enfermedades. Actualmente, una parte de la población 
utiliza la medicina tradicional derivada de las plantas para la atención a la salud. 
Además, existen países que cuentan con programas de salud en los cuales incluyen la 
medicina tradicional herbaria (Castro, 2006). Algunos países orientales, como China e 
India, aún siguen utilizando las plantas medicinales para evitar y combatir múltiples 




Sin embargo, si se hace un inadecuado uso de las plantas medicinales se puede ocasionar 
una alteración en la salud. Además, si se utilizan dosis o frecuencias inadecuadas se 
pueden obtener efectos adversos para la salud. Es de suma importancia, recarlcar que la 
fitoterapia no sustituye a los medicamentos que el médico prescribe, pero es un 
complemento. Es importante mencionar, que la relación entre lo natural y no saludable 
no siempre es la misma, ya que en algunos casos las plantas pueden presentar riesgos 
para la salud (Ballinas et al, 2013). 
 
4.2.1 Métodos para la aplicación de las plantas 
 
Existen diversos mecanismos por los cuales nos podemos beneficiar de las propiedades 
de las plantas medicinales, los cuales se listan en la Tabla I (Ballinas et al, 2013). 
 
Tabla I. Mecanismos para la aplicación de plantas medicinales 
Método Indicaciones 
Infusión o tisana La manera de preparación más común para preparar algunas de 
las partes más delicadas de la planta (flores, semillas y hojas). 
La infusión es un líquido que se genera por el contacto del agua 
caliente con las plantas. De esta manera, se liberan sus 
componentes. Los componentes se pueden volatilizar, es por eso 
por lo que se debe de cubrir la tisana. La infusión, por lo general, 
se bebe caliente. 
De cocción Este es el método que se utiliza para preparar las partes más duras 
de la planta (raíces, corteza, rizomas y bayas).  
Estas partes, generalmente, se cortan en trozos y se colocan 
dentro de un recipiente con agua fría. Se deja hervir, y se 
mantiene el recipiente tapado. Cuando se obtiene el líquido de 
cocción, se filtra. 
Maceración La maceración en frío consiste en dejar reposas las hierbas en 
agua fría dentro de un recipiente. 
Tinturas Ya que una tintura es muy fuerte su consumo se utiliza en dosis 
muy pequeñas. En esta técnica, se utiliza un líquido formado por 
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25% de alcohol y 75% de agua. Se colocan las plantas en un 
recipiente y se cubren con el líquido. Se deja el recipiente cerrado 
en un lugar oscuro durante 2 semanas, se recomienda agitar la 
mezcla cada 2-3 días. Después se filtra la tintura. 
Aceite en 
infusión 
Muy comúnmente se utiliza masajes, se pueden utilizar fríos o 
calientes. El aceite frío se puede elaborar mediante el llenando un 
recipiente con la hierba y aceite y se deja cerrado y al sol durante 
2 semanas. Se requiere que sea agitado diariamente. El aceite 
caliente se obtiene mediante baño maría, colocando en el 
recipiente el aceite junto con las hierbas, 3 horas 
aproximadamente. Finalmente, en ambos procesos, se filtra el 
aceite. 
Jarabes Estos se obtienen con la adición de miel o azúcar a una infusión, 
decocción o tintura, esto se hace con el objetivo de mejorar su 
sabor. 
 
4.2.2 Herbolaria en Odontología 
 
En muchos países la cobertura para la atención odontológica no se ha alcanzado a su 
totalidad, por eso se ha formalizado el uso de la medicina tradicional, entre ellos la 
fitoterapia ya que es un recurso accesible para gran parte de la población (Guillen, 
2017). 
 
En las enfermedades orales, ha sido ampliamente utilizada la fitoterapia.  Es importante 
la identificación de las plantas, así como el conocimiento de sus partes y las formas de 
preparación. Todo esto con el objetivo de buscar la forma de integrarlas en el 
conocimiento formal y científico (Ballinas et al, 2013). 
 
Algunas de las plantas medicinales más utilizadas como alternativa de tratamiento para 
afecciones odontológicas son: tomillo, aloe vera, menta, manzanilla, sanguinaria, 
echinacea, mirra, romero, propóleo, entre otras (Taheri et al, 2011). Estas plantas se 
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utilizan generalmente para tratar: caries dental, gingivitis, periodontitis, candidiasis oral, 
absceso dental, estomatitis herpética y úlceras orales (Chaiya et al, 2013). 
 
Se han reportado distintas plantas para la atención de enfermedades bucales. En la 
siguiente tabla se muestran algunas plantas frecuentemente utilizadas en Chiapas y su 
acción terapéutica (Ballinas et al, 2013). 
 
Tabla II. Plantas frecuentemente utilizadas en Chiapas y su acción terapéutica 

















ácidos málico y 
acético. 
-Colutorio con la 





Theobroma cacao L. Cacao Teobromina, sales 
minerales, vitaminas y 
mucílagos. 









santonina, salicilato de 
metilo, quenopodina, 
glicol, histemina, ácido 




















Aceites, vitamina A y 
C, hierro, fósforo y 
calcio, sales minerales. 
Se mastican las 
hojas frescas 
para la gingivitis, 
herpes bucal o 
periodontitis. 
Citruslimon L. Burm Limón Citral, linalol, pectina, 






proteínas, sales de 
potasio, calcio, fósforo, 
sodio, hierro, 
magnesio, manganeso, 
vitaminas A, B1, B2 y 
C. 















resina, ácido cítrico y 
oxálico 
MenthapiperitaL Menta Mentol, cineol, pineno, 
limoneno, mentona-
piperitona, taninos, 





cocimiento de las 
hojas estrujadas 
y puestas en agua 
hervida y 
enjaguarse 3 
veces al día 
Carica papaya L Papaya Papaína, carica 
xantina, papaiotina, 
capaina, ácido málico, 
proteínas, grasas, sales 
de calcio, fósforo, 
hierro, vitaminas A, 
B1, B2, y C, taninos y 
pancreatina 
El componente 
activo que es la 
papaína se utiliza 

















empapado con el 
látex se aplica 
sobre el diente 
cariado. 
Plantas sin conocimiento de su componente activo 




Solanummelongena Berenjena Alivia 
odontalgias 
Nasturtiumofficinale Berro Calma el dolor 
de muela y las 
infecciones en 
las encías 
Eugenia Gromatica Clavo Alivia 
odontalgias 








Zea mays Maíz Periodontitis 
Laurusnobilis Laurel En aplicaciones 
tópicas en las 
estomatitis y 
faringitis 
Matricaria chamomilla Manzanilla En gargarismos, 
alivia las 





Rosmarinus oficina Romero Para evitar y 
prevenir caries 




para la gingivitis. 
Salvia officinalis Salvia Se utiliza para 
curar las 
inflamaciones de 
las encías y de la 
boca. 








EucalyptusglobosusLabill. Eucalipto En gargarismo 
cura las 








Thymusvulgaris Tomillo herpes bucal 
 
4.2.3 Técnicas de extracción 
 
Para obtener un extracto, primero es importante identificar la planta deseada y la parte 
que contiene los constituyentes útiles. El mecanismo de extracción involucra dos 
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fenómenos físicos, difusión a través de la pared celular y el lavado de contenidos 
celulares, una vez que las paredes se han roto. Los métodos tradicionales para la 
extracción de materiales de plantas incluyen solventes orgánicos para la extracción y 
técnicas de maceración o Soxhlet (Molnar et al, 2017). 
 
La extracción Soxhlet ha sido de los métodos más utilizados para la extracción de 
plantas por más de un siglo (Subramanian et al, 2016). Es utilizada para la extracción de 
compuestos, generalmente de naturaleza lipídica, contenidos en un sólido, por medio de 
un solvente afín. El equipo que se utiliza para esta técnica está compuesto por: un 
extractor, un condensador especial de tipo bulbo y un matraz. Se evapora el solvente y 
sube hasta el área donde es condensado, al caer regresa a la cámara del solvente y va 
separando compuestos, hasta que llega a una concentración deseada (Azuola, 2007).  
 
 
4.3 Planta de estudio: Piper nigrum 
 
Figura 1. Piper nigrum 
 
El género Piper es uno de los más representativos de la familia Piperaceae ya que 
comprende alrededor de 700 especies distribuidas a nivel mundial, principalmente en las 













usos etnobotánicos y sus aplicaciones a nivel alimenticio, agrícola y terapéutico. 
Algunas especies más representativas son Piper nigrum, Piper methysticum y Piper 
aduncum (Nitola et al, 2016). 
 
Piper nigrum es una especie comúnmente llamada pimienta negra (Khaliq et al, 2015). 
El fruto es una drupa esférica de aproximadamente 5mm de diámetro. Contiene 
principalmente almidón, su constituyente más importante son las resinas en las que se 
halla un alcaloide, piperina (León, 1968). Es cultivada por su fruta, que usualmente se 




Debido a la maduración de los frutos de Piper nigrum se pueden clasificar sus 
variedades de la siguiente manera (Ravindran y Kallupurackal, 2003):  
 
• Pimienta verde, granos totalmente sin madurar 
• Pimienta negra, se recoge a la mitad de su maduración 




La pimienta negra es una especia conocida por su poder que está constituido por la 
piperina (Meghwal y Goswami, 2013). La piperina es un alcaloide presente en la 
pimienta negra. La piperina es responsable de muchos efectos farmacológicos y muchos 
beneficios para la salud. Especialmente en contra de enfermedades crónicas, como la 
reducción de la resistencia a la insulina, efectos antinflamatorios y el mejoramiento de la 
seatosis hepática (Derosa et al, 2016). 
 
Se ha encontrado que la piperina provee protección en contra de las convulsiones 
epilépticas, radiación y puede ser administrada en pacientes oncológicos antes de recibir 
quimioterapia (Raman y Gaikar, 2002). Además, se le atribuyen efectos 
inmunomodulatorios, antioxidantes, antiasmáticos, anticancerígenos y antinflamatorios. 
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También, se ha encontrado que tiene efectos en p-glicoproteínas y muchos sistemas de 
enzimas. Esto lleva a efectos de biotransformación que incluyen la quimio prevención, 
desintoxicación y un aumento en la absorción y biodisponibilidad de plantas y drogas 
convencionales (Meghwal y Goswami, 2013). 
 
Las nanopartículas sintetizadas de la piperina han demostrado tener una potente acción 
farmacológica en contra de células cancerígenas (Tammina et al, 2017). Exámenes 
fitoquímicos han indicado que la piperina presenta alcaloides, glicósidos, taninos y 





Además, de su uso culinario, la pimienta negra tiene importantes propiedades 
medicinales y preservativas (Meghwal y Goswami, 2013). Es empleada en muchos 
países como medicina tradicional por su efecto analgésico y antiinflamatorio (Hritcu et 
al, 2015). Los frutos de Piper nigrum son altamente valorados por sus agentes curativos 
en contra del asma, resfriado y problemas respiratorios (Khawas et al, 2017). También 
ha sido utilizada para tratar el vértigo, asma, indigestiones crónicas, toxinas de colon, 
obesidad, sinusitis, congestión, fiebre, parálisis, desórdenes de artritis, diarrea y cólera 
(Karsha y Lakshmi, 2013).  
 
Diferentes partes de Piper nigrum incluyendo los metabolitos secundarios son utilizados 
como medicinas, conservadores, insecticidas y agentes de control de larvas (Ahmad et 
al, 2012). La chabamida de Piper nigrum tiene efectos antiinflamatorios, es por eso que 
puede ser un candidato para el tratamiento de enfermedades antiinflamatorias (Tammina 
et al, 2016). 
 
El extracto etanólico de Piper nigrum mostro máxima acción inhibitoria en contra de un 
gran rango de bacterias (Khan, 2013). Acetona y extracto de diclorometano de Piper 
nigrum también se ha reportado que inhibe el crecimiento de bacterias 14ant positivas 
como S. aureus, B. cereus, y S. feacalis (Karsha y Lakshmi, 2013). El extracto de 
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etilacetato de Piper nigrum ha mostrado inhibición en contra de S. aureus, P. aeruginosa 
y V. cholera (Singh y Rai, 2013). 
 
El extracto de etilacetato caliente de Piper nigrum ha sido reportado como agente 
inhibidor de E. coli, B. subtilis pero se encontró que es menos activo y efectivo con S. 
aureus (Joy et al, 2014). La sinergia del uso de extracto de plantas Tinospora cordifolia, 
Ocimum sanctum y Piper nigrum tiene un efecto potencial como agente antimicrobiano 
en la terapia de infecciones causada por patógenos (Debnath et al, 2014). 
 
A pesar de sus efectos positivos se ha encontrado que la acción del aceite esencial de 
pimienta negra no ejerce ninguna acción frente al desarrollo de los hongos tales como 
Fusarium solani, Aspergillus flavus y Penicillium sp. (León Mendoza, 2017). 
 
4.4 Principales enfermedades de origen odontológico 
 
4.4.1 Caries dental 
 
La caries dental es una enfermedad multifactorial que afecta a un gran número de 
personas en el mundo. Esta constituye actualmente la enfermedad más frecuente en el 
ser humano. Existen algunos elementos de la ecología bucal que pueden favorecer su 
desarrollo tales como las características del tejido adamantino, aspectos específicos del 
microbiota oral, el papel de la saliva en el medio bucal y la ingesta de carbohidratos (De 
Estrada et al, 2019). 
 
 La caries dental es una consecuencia de cambios que ocurren en el balance natural de la 
microflora de la placa dental. Esto es ocasionado por la alteración de las condiciones 
ambientales locales (Garcés et al, 2013). 
4.4.2 Enfermedad periodontal 
 
La enfermedad periodontal es un término que se refiere a distintas enfermedades que 
afectan o deterioran a los tejidos de soporte. Estas enfermedades son diversas, entre las 
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más comunes encontramos a la gingivitis y la periodontitis. La prevalencia mundial de 
las enfermedades periodontales es muy elevada, es por eso que convierte de gran interés 
para la salud pública (Zerón, 2018). 
 
4.4.3 Maloclusiones y hábitos parafuncionales 
 
Las maloclusiones orales pueden ser causadas por hábitos orales. Estas, por lo general se 
desarrollan debido a estímulos físicos y emocionales, como el aburrimiento, el hambre, 
el estrés, la hiperactividad, el estrés, placer, tristeza y varios tipos de discapacidad en 
niños (Shetty et al, 2015). 
 
4.4.3.1 Succión digital 
 
Se conoce como succión digital al hábito que consiste en introducir uno o más dedos en 
la cavidad oral, la Asociación Dental Americana considera que el niño puede succionar 
el pulgar hasta los cuatro años sin dañar sus dientes (Verástegui et al, 2014). Sin 
embargo, la succión digital es uno de los hábitos bucales deformantes más frecuentes en 
el niño, capaz de producir grandes anomalías dentomaxilofaciales, alteraciones en la 
función masticatoria y en el estado de salud general (Pérez et al, 2013). 
 
El tratamiento del hábito de dedo consiste en determinar individualmente la etiología del 
hábito, para, con base en esto, elegir el tratamiento y conducta adecuada en cada 
paciente. Se han descrito diversos tratamientos para controlar los hábitos orales 
(Verástegui et al, 2014). Estos se pueden clasificar en tres categorías: tratamientos 
psicológicos (persuasivos), utilización de dispositivos ortodóncicos que dificultan el 
hábito y tratamiento miofuncionales. Además, se han utilizado líquidos aversivos al 
gusto como tratamiento, los cuales han demostrado eficacia después de ser colocados en 
el pulgar de los niños que se succionaban dicho dedo. La composición incluye: extracto 
de pimienta de cayena, ácido cítrico, alcohol isopropílico, acetona y barniz (Ejemplo: 




4.5 Bacterias de interés odontológico 
 
Del gran número de bacterias que se encuentran en la cavidad bucal, los 
microorganismos pertenecientes al género Steptococcus, básicamente las 
especies mutans (con sus serotipos c, e y f) y sobrinus han sido asociados a la caries, 
tanto en animales de experimentación como en humanos. Se conoce que los causantes 
principales de las caries son los Steptococcus del grupo mutans, asociados con otras 
bacterias que pueden modificar el desarrollo de las lesiones. El Steptococcus mutans, 
que ha sido el más aislado en lesiones cariosas humanas, es el primero en colonizar la 
superficie del diente después de la erupción. Su nombre lo recibe de su tendencia a 
cambiar de forma, y se puede encontrar como coco o de forma más alargada, como 
bacilo (Pérez et al, 2007). 
 
4.5.1 Pruebas antimicrobianas 
 
El estudio de susceptibilidad in vitro a antimicrobianos de los microorganismos 
patógenos puede realizarse a través de diversos métodos, el de uso más común por los 
laboratorios de microbiología es el de difusión en agar, estandarizado para 
microorganismos de crecimiento rápido. El método estandarizado y recomendado se 
basa en el descrito originalmente por Bauer, llamada también de Sensibilidad en disco, 
que obtiene resultados cualitativos que correlacionan bien con los resultados 
cuantitativos obtenidos mediante determinación de concentración inhibitoria mínima 
(Cona, 2002). 
 
La Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) se define como la concentración más baja 
de un agente antimicrobiano que evita el crecimiento visible de microorganismos. Al 
determinar la CMI para patógenos específicos, se obtienen datos que junto con los 
parámetros farmacocinéticas de los agentes antimicrobianos, posibilita predecir la 





4.6 Evaluación de la toxicidad de las plantas 
 
4.6.1 Estudios de citotoxicidad in vitro 
 
Generalmente, en los estudios de citotoxicidad in vitro sobre líneas celulares se emplean 
diferentes métodos de tinción celular, esto con el fin de estimar de manera indirecta el 
número de células viables presentes después de un tratamiento. Existen diferentes 
métodos para realizar estos ensayos:  
 
1. Uso de colorantes, tales como cristal violeta y sulforrodamina B. 
2. Los detectores de liberación de componentes constitutivos celulares, los cuales 
miden la actividad de enzimas tales como lactato deshidrogenasa. 
3. Los que miden la función metabólica de las células usando las sales de tetrazolio: 
MTT, MTS y XXT. 
 
El método más empleado es la reducción metabólica de MTT, basado en la reducción de 
este. Este es un colorante amarillo, soluble en agua, es reducido tempranamente, en 
células viables por componentes de la cadena respiratoria, a formazán (cristales azul 
violeta, insoluble en agua) y su flujo de electrones, esto resulta ser tóxico para las células 
(Escobar y Rivera, 2010). 
 
4.6.2 Bioensayo de letalidad frente a Artemia Salina 
 
El bioensayo de letalidad frente a Artemia Salina fue desarrollada en 1982. Este 
procedimiento consiste en exponer compuestos activos y/o extractos de plantas a 
nauplios de Artemia salina para determinar valores de concentración letal. Estos no 
advierten una actividad fisiológica o biológica. Sin embargo, son indicadores de 
toxicidad a nivel celular (Sánchez y Neira, 2011). 
 
Artemia ssp. Son camarones minúsculos de cuerpo blando, de color carmelita y 
transparentes a la luz; pertenecen al Phylum Arthropoda, clase Crustaceae, subclase 
Branchiopoda. El género Artemia está compuesto por varias especies que se encuentran 
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distribuidas en todo el mundo en aguas de elevada salinidad, estas son fuente de 
alimento para peces, pájaros y varios invertebrados. Artemia es también útil para 
predecir actividades plaguicidas y farmacológicas, ya que responde a un amplio rango de 
compuestos químicos y farmacéuticos (Pino y Jorge, 2010). 
 
El ensayo permite la evaluación rápida y conveniente de extractos crudos, fracciones y 
compuestos puros. Se basa en la determinación de la mortalidad in vivo de larvas de 
Artemia spp. En 24 horas a dosis iguales o menores de 1000 mg/mL. Los extractos 
crudos, fracciones o compuestos puros de origen natural son evaluados a 
concentraciones iniciales de 10, 100 y 1000 mg/mL en viales que contienen 5mL de 
solución salina y 10 larvas, cada uno es considerado una réplica (tres por concentración). 
Después de 24 horas, se cuenta el número de larvas muertas. La muerte de las larvas se 
establece por la falta total de movimientos durante 10 segundos de observación bajo el 





























5.1 Obtención y preparación del material vegetal y el extracto 
 
El fruto seco de Piper nigrum se obtuvó en lugares reconocidos para su venta, se obtuvo 
en presentación de pimienta negra molida pura (Lote: LH00155) y entera (Lote: 
LOJ070618). Se obtuvieron los extractos etanólicos de ambas presentaciones mediante 
la técnica de maceración, para la cual se utilizaron 187g de Piper nigrum molida y 200g 
Piper nigrum entera. Se adicionaron 700ml de etanol puro en cada frasco y se colocaron 
en la incubadora orbital por 7 días. Posteriormente, se filtraron los extractos con filtros 
Whatman #5. Se coloraron en envases color ambar y se llevó a cabo la evaporación de 
solvente con calor seco a 60°C por 48 horas continuas. 
 








5.2 Análisis Fitoquímico 
 
Una vez obtenidos los extractos se realizó el análisis fitoquímico preliminar de los 
extractos para la identificación parcial de compuestos presentes mediante reacciones 
colorimétricas. Se evaluó le presencia de: grupo carboxilo, oxidrilos fenólicos (taninos), 
esteroles y triptenos, carbohidratos, sesquiterpenlactonas, grupo carbonilo, flavonoides y 
alcaloides. 
 
5.3 Evaluación de la actividad antimicrobiana 
5.3.1 Difusión en disco de agar 
 
Se evaluó la actividad antimicrobiana de los extractos de Piper nigrum contra cepas 
bacterianas de S. sobrinus y S. mutans (ATCC7006u), procedentes del Cepario del 
Laboratorio de Odontología Integral y Especialidades, del CIDICS, UANL, mediante 
difusión en disco de agar. Se incubó cepa bacteriana de S. sobrinus y S. mutans en medio 
Müeller Hinton (MH) a 37°C por 24 horas. Después se tomó una colonia de cada una y 
se incubarón a 37°C por 24 horas. Posteriormente se tomaron 100μL del medio MH por 
24 horas a 37°C contrastando turbidez. 
Se inocularon 100 μL de cada cepa y se sembraron mediante la técnica de estría con un 
cotonete humedecido se distribuyó en medio sólido agar Müeller Hinton. 
 




Se preparó una solución madre para cada uno de los extractos. Las cuales contenían 20 
mg de extracto, 500µl de Dimetilsulfóxido (DMSO) y 9500µl de agua bidestilada estéril.  
Posteriormente, se realizaron las diluciones a diferentes concentraciones (1000μg/μL, 
500 μg/μL, 250 μg/μL, 125 μg/μL). 
 
Se colocaron cinco sensidiscos sobre el agar de cada caja Petri, con el inoculo 
previamente sembrado. Tres sensidicos con 20 μL de cada extracto a evaluar por 
triplicado, otro con 20 μL de Clorhexidina al 0.12% (control positivo) y otro con 20 μL 
de agua bidestilada.  Todo este proceso se repitió para cada una de las concentraciones 
de ambos extractos. Se incubaron las cajas a 37ºC durante 36 horas para la posterior 
evaluación la actividad antimicrobiana. 
 
Figura 4. Prueba de difusión de disco en agar  
 
 
5.3.2 Concentración Mínima Inhibitoria 
 
Mediante la técnica de microdilución en placas de 96 pozos se determinó la 
Concentración Mínima Inhibidora de ambos extractos sobre las bacterias de estudio (S. 
mutans y S. sobrinus). Se probaron concentraciones de 400, 600, 800, 1000 y 1200 
µg/mL de el extracto obtenido de pimienta entera y pimienta molida por triplicado. 
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También fueron incluidas muestras blanco con medio de cultivo Mueller Hinton, medio 
con inóculo y medio con controles antes mencionados. Posteriormente la placa fue 
incubada a 37°C durante 24 h, después de este tiempo las placas se analizan 
considerando la absorbancia OD600 mediante el Espectrofotómetro modelo SmartSpec 
Plus marca Bio-Rad®. 
Se agregó MTT en cada pocillo para posteriormente realizar un segundo escaneo. Se 
midió la inhibición del crecimiento bacteriano y se comparó con el grupo de control 
negativo. Se determinaron las CMI como la dosis más baja de el extracto que inhibió 
visiblemente el crecimiento del microrganismo.  
 




5.4 Ensayo de letalidad contra Artemia salina 
 
Para medir la toxicidad de los extractos de Piper nigrum molida y entera se realizó el 




Primero se atemperaron los quistes de A. salina y se pesaron 0.1 g. Se depositaron 300 
mL agua de mar sintética (40 g de sal de mar, 6 mg de levadura de cerveza, se ajustó pH 
7.8, se aforó a 1 L) en una cámara de eclosión, con un lado obscuro y otro iluminado 
(bombilla eléctrica de 20 W), dividida con un pequeño orificio, se mantuvó por 24 h con 
aeración constante a 22-29 ºC.  
 
Las Artemias eclosionadas se separaron y mantuvieron a las mismas condiciones por 48 
h.  
 
Se colocaron una microplaca de 96 pozos con 100 μL de agua de mar en cada pozo más 
10 nauplios, se depositan 100 μL de los extractos para tener una concentración final de 
100, 250, 500, 750 y 1000 μg/mL y como control negativo agua de mar artificial y 
positivo KmnO4 a 400 μg/mL, se incubaron a las mismas condiciones por 24 h. 
 
Se realizó un conteo de los nauplios muertos con ayuda de un estereoscopio y se realizó 
el análisis estadístico PROBIT para determinar la DL50. Se consideran valores 
superiores a 1000 μg/mL como no tóxicos, los menores de 1000 pero mayores de 500 

















6.1 Pruebas fitoquímicas 
 
Los resultados obtenidos en las pruebas fitoquímicas fueron los mismos para el extracto 
etanólico de Piper nigrum entera como para el extracto de Piper nigrum molida. En 
ambos extractos se encontraron compuestos como: grupo carboxilo, oxidrilos fenólicos 
(Taninos) y alcaloides. 
Tabla III. Resultados de pruebas fitoquímicas 
Prueba Compuesto a 
identificar 
















Grupo carboxilo Desprendimiento de 













Esteroles y triptenos Coloración azul o morado 
es positiva para esteroles 
y color rojizo para 
triterpenos 
Negativo Negativo 
Prueba de la 
Antrona 





Sesquiterpenlactonas Coloración anaranjada o 
roja oscura 
Negativo Negativo 









Alcaloides Precipitado naranja Positivo Positivo 
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Figura 6. Grupo carboxilo 
 
a) Control positivo                b) Piper nigrum entera          c) Piper nigrum molida 
   
 
 
Figura 7. Oxidrilos fenólicos (Taninos) 
 
a) Control positivo                b) Piper nigrum entera          c) Piper nigrum molida 
   
 
 
Figura 8. Esteroles y triptenos 
 
a) Control positivo                b) Piper nigrum entera          c) Piper nigrum molida 





Figura 9. Carbohidratos 
 
a) Control positivo                b) Piper nigrum entera          c) Piper nigrum molida 
   
 
 
Figura 10. Sesquiterpenlactonas 
 
a) Control positivo                b) Piper nigrum entera          c) Piper nigrum molida 
   
 
Figura 11. Grupo carbonilo 
 
a) Control positivo                b) Piper nigrum entera          c) Piper nigrum molida 




Figura 12. Flavonoides 
 
a) Control positivo                b) Piper nigrum entera          c) Piper nigrum molida 
   
 
 
Figura 13. Alcaloides 
 
a) Control positivo                b) Piper nigrum entera          c) Piper nigrum molida 
   
 
 
6.2 Evaluación de actividad antibacteriana contra S. mutans y S. sobrinus 
 
6.2.1 Difusión de disco en agar 
 
Se realizó la metodología de difusión en disco en agar para evaluar la inhibición de  
los extractos etanólicos de Piper nigrum molida y entera contra S. mutans y sobrinus, se 
utilizaron concentraciones de 125 μg/ml, 250 μg/ml,500 μg/ml y 1000 μg/ml por 
triplicado. La actividad antimicrobiana fue obtenida de acuerdo con los halos de 
inhibición expresados en milímetros (mm). No se encontró inhibición significativa de 
ninguno de los extractos contra S. sobrinus en ninguna de las concentraciones evaluadas. 
Se encontró mayor inhibición de Piper nigrum molida contra S. mutans a la 
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concentración de 1000 μg/μL (Promedio 9.33m). Los resultados se muestran en las 
siguientes tablas y gráficas.  
 
 
Tabla IV. Medición de halos de inhibición en la técnica de difusión en disco del 














1 1000 μg/μL  16 6 7.5 6 9 7.5 1.50 0.0003 
2 500 μg/μL  15 6 7.5 6 7.5 7 0.87 <0.0001 
3 250 μg/μL 16 6 7.5 7 8 7.5 0.50 <0.0001 





























1000 μg/μL  500 μg/μL  250 μg/μL 125 μg/μL 
Gráfico 1. Media de halos de inhibición en la técnica de difusión en 
disco del extracto etanólico por maceración de Piper nigrum entera 
contra S. mutans  
Control + Promedio mm
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Tabla V. Medición de halos de inhibición en la técnica de difusión en disco del extracto 













Valor p  
1 1000 μg/μL  14 6 9 9 10 9.33 0.58 <0.0001 
2 500 μg/μL  16 6 9 8 8 8.33 0.58 <0.0001 
3 250 μg/μL 14.5 6 9 8 8 8.33 0.58 <0.0001 




Tabla VI. Medición de halos de inhibición en la técnica de difusión en disco del 














1 1000 μg/μL  14.5 6 6 6 6 6 0 <0.0001 
2 500 μg/μL  14.5 6 6 6 6 6 0 <0.0001 
3 250 μg/μL 13.5 6 6 6 6 6 0 <0.0001 



















1000 μg/μL  500 μg/μL  250 μg/μL 125 μg/μL 
Gráfico 2. Media de halos de inhibición en la técnica de difusión en 
disco del extracto etanólico por maceración de Piper nigrum molida 
contra S. mutans  





Tabla VII. Medición de halos de inhibición en la técnica de difusión en disco del 














1 1000 μg/μL  14 6 6 6 6 6 0 <0.0001 
2 500 μg/μL  15 6 6 6 6 6 0 <0.0001 
3 250 μg/μL 16.5 7 6 6 6 6.33 0 <0.0001 
















1000 μg/μL  500 μg/μL  250 μg/μL 125 μg/μL 
Gráfico 3. Media de halos de inhibición en la técnica de difusión en disco del 
extracto etanólico por maceración de Piper nigrum entera contra S. sobrinus 





6.2.2 Concentración mínima inhibitoria 
  
La concentración mínima inhibitoria (CMI), es la concentración más baja de un 
antimicrobiano que inhibe el crecimiento de un microorganismo después de su 
incubación.  Para este análisis se consideró como blanco o testigo el medio de cultivo 
con bacteria de estudio, control negativo etanol al 10%, control positivo Clorhexidina al 
0.12%. Las dosis de análisis fueron para ambos extractos: Dosis 1: 1200 µg/mL, Dosis 
2: 1000 µg/mL , Dosis 3: 800 µg/mL, Dosis 4: 600 µg/mL y Dosis 5: 400 µg/mL. A 
























1000 μg/μL  500 μg/μL  250 μg/μL 125 μg/μL 
Gráfico 4. Media de halos de inhibición en la técnica de difusión en disco del 
extracto etanólico por maceración de Piper nigrum molida contra S. sobrinus 
Control + Promedio mm
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Gráfico 5. CMI de Pimienta entera contra Streptococcus mutans 
 
 
En la revisión del extracto de Pimienta entera con la bacteria de Streptococcus mutans la   
CMI fue de 400 µg/mL.  
 
Gráfico 6. CMI de Pimienta entera contra Streptococcus sobrinus. 
 
 
En el análisis del extracto de Pimienta entera frente a la bacteria de Streptococcus 

























Concentración del extracto µg/ml 
Concentración Mínima Inhibitora (CMI) de acuerdo a absorbancia de 


















Concentración del extracto µg/ml 
Concentración Mínima Inhibitora (CMI) de acuerdo a absorbancia de 
extracto de Pimienta entera contra Streptococcus sobrinus 
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Tabla 7. CMI de Pimienta molida contra Streptococcus mutans. 
 
 
Para la evaluación del extracto de Pimienta molida frente a la bacteria de Streptococcus 
mutans la CMI de 400 µg/mL.  
 
Tabla 8. CMI de Pimienta molida contra Streptococcus sobrinus 
 
 
Para el extracto etanólico de Pimienta molida frente a la bacteria de Streptococcus 























Concentración del extracto µg/ml 
Concentración Mínima Inhibitora (CMI) de acuerdo a absorbancia de 

















Concentración del extracto µg/ml 
Concentración Mínima Inhibitora (CMI) de acuerdo a absorbancia de 
extracto de Pimienta molida contra Streptococcus sobrinus 
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Figura 14. Placas de 96 pozos para MIC, sin reactivo MTT: 
 
a) Pimienta entera                                             b) Pimienta molida 
         
  
 
Figura 15. Placa de 96 pozos para MIC con reactivo MTT: 
 
a) Pimienta entera                        b) Pimienta molida 
        
  
 
6.3 Ensayo de letalidad en Artemia salina 
 
Se realizó una regresión PROBIT en el paquete estadístico IBM SPSS Statistics, 
obteniendo una Dosis Letal 50 (DL50) de 41.016 μg/mL para para el extracto etanólico 
de Piper nigrum entera y de 16.041 μg/mL para el extracto etanólico de Piper nigrum 
molida. La cantidad para los resultados son el promedio de 2 repeticiones del ensayo, 
con significancia mayor a .150, ya que la significancia de Piper nigrum entera fue de 
.785 y Piper nigrum molida de .911. De acuerdo con el criterio de toxicidad establecido 






Tabla VIII. Pruebas de chi-cuadrado Piper nigrum entera 
 Chi-cuadrado glb Sig. 
PROBIT Prueba de bondad de 
ajuste de Pearson 
15.723 21 .785a 
a. Puesto que el nivel de significación es mayor que .150, no se utiliza 
el factor de heterogeneidad en el cálculo de los límites de confianza. 
b. Las estadísticas basadas en casos individuales difieren de las 
estadísticas basadas en casos agregados. 
 
 
Tabla IX. Límites de confianza (95% de límites de confianza para Dosis) Piper nigrum 
entera 
 PROBABILIDAD 0.5 
REPETICIÓN 1 43.707 
REPETICIÓN 2 38.324 
PROMEDIO DL50 41.016 
 
 
Tabla X. Pruebas de chi-cuadrado Piper nigrum molida 
 Chi-cuadrado glb Sig. 
PROBIT Prueba de bondad de 
ajuste de Pearson 
12.946 21 .911a 
a. Puesto que el nivel de significación es mayor que .150, no se utiliza 
el factor de heterogeneidad en el cálculo de los límites de confianza. 
b. Las estadísticas basadas en casos individuales difieren de las 
estadísticas basadas en casos agregados. 
 
 
Tabla XI. Límites de confianza (95% de límites de confianza para Dosis) Piper nigrum 
molida 
 PROBABILIDAD 0.5 
REPETICIÓN 1 17.183 
REPETICIÓN 2 14.899 





Además de la extracción Soxhlet y la técnica de maceración se han utilizado otros 
métodos alternativos para la extracción de alcaloides en plantas. Una de ellas es la 
extracción líquida a presión, la cual ha demostrado ser efectiva y rápida y puede ser 
considerada como un método alternativo (Urbanová et al, 2012). Sin embargo, debido a 
su costo y a que han sido técnicas empleadas desde hace muchos años, en esta 
investigación solo se utilizó la técnica de extracción mediante maceración para P. nigum 
molida y entera. 
 
Para el análisis fitoquimico de Piper nigrum se ha utilizado la técnica de cromatografía 
en capa fina y n-hexano y ethyl acetato como sistema eluente (de Souza Grinevicius et 
al, 2016), la misma técnica de utilizó en esta investigación. A pesar de que las pruebas 
de citotoxicidad son de en otros estudios la actividad citotóxica de Piper nigrum fue 
medida mediante el ensayo MTT evaluado por triplicado (de Souza Grinevicius et al, 
2016). Contiene principalmente almidón, su constituyente más importante son las 
resinas en las que se halla un alcaloide, Piperina (León, 1968). El resultado obtenido 
coincide con previas estudios ya que se encontraron compuestos como: grupo carboxilo, 
oxidrilos fenólicos (Taninos) y alcaloides. 
 
Se ha medido la actividad antimicrobiana de Piper nigrum contra bacterias gram 
negativas y gram positivas (Noumedem et al, 2013). El extracto de Piper nigrum L. ha 
demostrado excelente inhibición del crecimiento de bacterias Gram positivas. En un 
estudio realizado por (Karsha y Lakshmi, 2013) se obtuvieron halos de inhibición de 
14mm, a una concentración del extracto de 1g/ml de DMSO, contra Staphylococcus 
aureus, de 12mm Bacillus cereus, y 15 contra Streptococcus faecalis. Una concentración 
minina inhibitoria de 125ppm contra S. aureus, de 62.5ppm contra B. cereus, y de 
125ppm contra S. faecalis Sin embargo, se decidió medir su actividad antimicrobiana 
contra S. mutans y S. sobrinus ya que no existe evidencia científica de la actividad 
antimicrobiana de Piper nigrum contra estas bacterias de interés odontológico. En la 
prueba de sensibilidad en disco se encontró poder antibacteriano de los extractos 
etanólicos de Piper nigrum entera y molida contra cepas de S. mutans, con una media de 
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9.33mm en el extracto de Pimienta molida a una concentración de 1000 μg/μL y una 
CMI de 400 µg/mL. Además, para el extracto etanólico de Pimienta molida frente a la 
bacteria de Streptococcus sobrinus la CMI de 150 µg/mL. Lo cual corrobora que el 
extracto de Piper nigrum tiene poder antimicrobiano contra bacterias Gram positivas. 
  
En una investigación, a través de un ensayo de letalidad de Artemia salina, se encontró 
una DL50 de la Piperina en 2.4 (Padmaja et al, 2002). La Piperina es el compuesto 
principal de Piper nigrum, sin embargo, en el presente estudio se evaluaron los extractos 
puros. Se obtuvó una mayor DL50 para los extractos, resultando menos tóxicos que lo 
documentado referente a la Piperina. Se encontró una DL50 de 41.016 μg/mL para para 

























El área de estudio de los productos naturales tiene gran potencial, pero aún no se ha 
explorado en su totalidad. Con el objetivo de ampliar el conocimiento en este rubro, en 
esta investigación, se realizaron pruebas a los extractos etanólicos de Piper nigrum 
entera y molida para determinar su potencial en Odontopediatría. 
 
Se obtuvó el extracto etanólico de Piper nigrum, molida y entera mediante la técnica de 
maceración, este proceso permitió conservar los componentes del fruto y obtener una 
concentración de los mismos para su posterior evaluación. 
 
Mediante la caracterización fitoquímica de los extractos se encontraron: 
 Alcaloides, lo cual podría indicar un potencial uso como analgésico. 
 Taninos, lo que muestra un posible uso en Odontopediatría como hemostático y 
antiséptico. 
 Grupo carboxilo, que generalmente son ácidos débiles. 
 
Ya que los extractos presentaron actividad antimicrobiana contra bacterias de interés 
odontológico (S. sobrinus y S. mutans) se recomienda su posterior evaluación para la 
elaboración de coadyuvantes para el mejoramiento y preservación de la salud oral.  
 
Los extractos resultaron ser tóxicos a las concentraciones analizadas, es por eso que 
recomienda realizar futuras investigaciones en las cuales se ajusten las dosis y se 
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